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RESUMO 
O Transtorno do Espectro do Autismo (TEA) é uma desordem heterogênea, 
multifatorial e, segundo o DSM-5, diagnosticada através de uma díade comportamental 
que inclui déficits na comunicação e interação social e um repertório de atividades e 
interesses restritos. A etiologia do TEA ainda é desconhecida, mas se acredita que há 
uma interação complexa de fatores genéticos e ambientais envolvidos no 
desencadeamento do transtorno. A incidência do autismo vem aumentando desde seus 
primeiros estudos epidemiológicos, implicando no aumento do custo social do 
transtorno. Dentre os fatores de risco ambientais destaca-se o ácido valproico (VPA). O 
VPA é um anticonvulsivante sabidamente teratógeno que, quando utilizado durante o 
primeiro trimestre gestacional, aumenta em sete vezes o risco de o feto desenvolver 
TEA. Dessa maneira, a exposição pré-natal ao VPA foi demonstrada como um método 
adequado para indução de modelo animal deste transtorno e está bem estabelecido no 
nosso laboratório. Os estudos no TEA mostram um complexo envolvimento de diversas 
áreas cerebrais alteradas no autismo, incluindo o cerebelo. Diversas alterações 
moleculares, funcionais e morfológicas no cerebelo são relatadas tanto em pacientes 
com TEA como em modelos animais de autismo. Condições patológicas do cerebelo, 
como hipoplasia cerebelar e síndrome de Jubert apresentam naturalmente algumas 
características do tipo autista e ainda, há uma elevada incidência de desenvolvimento de 
TEA nesses pacientes. Além disso, diversos estudos têm mostrado alterações em níveis 
de microRNA (miRNA) em diversas amostras biológicas como sangue, tecidos 
encefálicos postmortem e cultura celular. Os miRNA modulam os níveis de proteínas ao 
se ligar ao seus RNAm alvos e impedir a tradução protéica via degradação do transcrito 
ou via bloqueio da translação ribossomal. Esse trabalho analisou o nível de expressão de 
um conjunto de miRNA em ratos de 30 dias do modelo animal de autismo induzido pela 
exposição pré-natal ao VPA. Ratas prenhes receberam uma única injeção intraperitoneal 
de VPA (600 mg/kg) ou de salina 0,9% delimitando os grupos VPA e controle. Aos 30 
dias de vida os filhotes machos foram eutanasiados e tiveram suas estruturas encefálicas 
retiradas. O cerebelo foi imediatamente homogeneizado em Trizol e estocado em -80ºC. 
Para análise da expressão gênica foi utilizado RT-qPCR utilizando primers stem-loop 
para a síntese de cDNA. Os dados foram submetidos ao GeNorm para determinação dos 
miRNA normalizadores dentro do conjunto analisado. As expressões relativas foram 
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calculadas pelo método considerando os valores de eficiência para cada miRNA através 
do método –ΔΔCt. A análise estatística foi realizada pelo teste t de Student através do 
GraphPad. Considerando um p<0,05 foi encontrado um aumento da expressão relativa 
do miR-132 e miR-181a. Uma busca por alvos através dos bancos de dados TargetScan, 
MiRDB e miRTarBase identificou alvos importantes no TEA. Os transcritos Mecp2 e 
Bcl2 são alvos validados tanto em humanos como em ratos do miR-132 e miR-181a 
respectivamente.   Mecp2 codifica a proteína 2 ligante de metil-CpG que modula a 
transcrição de diversos genes envolvidos com o funcionamento neuronal e sináptico, 
muito importante no TEA. Portanto, níveis diminuídos de MECP2 estariam implicados 
em desregulação sináptica e neuronal. O transcrito Bcl2 codifica a proteína 
antiapoptótica BCL2. Níveis diminuídos de BCL2 poderiam influenciar taxas elevadas 
de apoptose no cerebelo, o que explicaria a perda neuronal e hipoplasia cerebelar. Faz-
se necessário analisar os níveis proteicos de MECP2 e BCL2 para explorar seu 
envolvimento com os miRNA alterados. 
 
12 
 
1. INTRODUÇÃO 
1.1.1. Transtorno do Espectro Autista 
 
O Transtorno do Espectro Autista (TEA) é um Transtorno do 
neurodesenvolvimento primeiramente descrito em 1943 por Leo Kanner (KANNER, 
1943). Tipicamente, esses transtornos se manifestam durante a primeira infância e os 
déficits do desenvolvimento resultam em alterações em habilidades sociais, acadêmicas, 
pessoais e ocupacionais (APA, 2013).  
O DSM-5, do inglês Diagnostic and Statistical Manual of Mental Disorders 
(Manual Diagnóstico e Estatístico de Transtornos Mentais) é um manual para 
profissionais da área da saúde mental que lista diferentes categorias de transtornos 
mentais e critérios para diagnosticá-los, de acordo com a Associação Americana de 
Psiquiatria (American Psychiatric Association - APA). A classificação descrita no 
DSM-IV como autismo clássico, síndrome de Asperger, transtorno desintegrativo da 
infância e transtornos invasivos do desenvolvimento não-especificados recebem a 
classificação única de Transtorno do Espectro Autista pelo DSM-5 (APA, 2000, 1994). 
Outra mudança significativa descrita no DSM-5 é que a caracterização do 
espectro anteriormente dividida em três áreas (prejuízo na sociabilidade, na 
comunicação e presença de estereotipias e comportamentos repetitivos), passa a ser 
agrupada em dois domínios comportamentais:  
 1) Prejuízo persistente na comunicação e interação social em múltiplos 
contextos, incluindo déficits em reciprocidade social, comunicação não-verbal utilizada 
para interação social e em habilidades para iniciar, manter e entender relacionamentos; 
2) Padrões restritos e repetitivos de comportamentos, atividades e interesses.  
É importante ressaltar que os sintomas citados acima necessariamente devem 
estar presentes no início da infância causando prejuízo do funcionamento diário, mas 
podem não se tornar plenamente manifestos até que as demandas sociais excedam as 
capacidades limitadas do indivíduo com TEA. 
Além disso, existem diversas condições associadas ao TEA, tais como reduzido 
contato visual (ZWAIGENBAUM et al., 2005), inabilidade para interpretar emoções a 
partir de expressões faciais (TAYLOR et al., 2015), hipo e hiperresponsividade a 
estímulos sensoriais (LITTLE et al., 2015), déficits motores (PAN; TSAI; CHU, 2009) 
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distúrbios gastrointestinais (BUIE et al., 2010). Ainda se observa a presença de 
epilepsia, transtorno do déficit de atenção e hiperatividade (YERYS et al., 2010), 
desordens de humor e retardo mental (CASANOVA, 2007; GESCHWIND, 2009).  
Apesar de haver um padrão restrito para o diagnóstico, o TEA é uma desordem 
heterogênea e multifatorial (GOTTFRIED; BAMBINI-JUNIOR, 2013). Assim, o 
transtorno pode estar presente em indivíduos com manifestações distintas e tão vastas, 
que dois indivíduos não compartilham o mesmo conjunto de sintomas (GADIA; 
TUCHMAN; ROTTA, 2004; RAPIN; TUCHMAN, 2008). Contudo, todos os 
indivíduos apresentam necessariamente prejuízos no comportamento social, na 
comunicação verbal e não-verbal e nos comportamentos repetitivos ou estereotipados, 
sendo que essas alterações variam em intensidade, mas são presentes ao longo de toda 
vida (TUCHMAN; MOSHÉ; RAPIN, 2009). 
O diagnóstico do TEA costuma ser mais tardio, entre 3-5 anos de idade porque 
as características comportamentais que podem se manifestar nos primeiros meses de 
vida são pouco perceptíveis, os prejuízos sociais se tornam mais evidentes somente com 
o tempo. Além disso, ainda não existe um bom biomarcador que possa servir de auxiliar 
no diagnóstico precoce  
 
1.1.2. Desencadeamento do TEA 
 
A etiologia do TEA permanece desconhecida e suas bases moleculares ainda 
estão sob constante investigação. No entanto, estudos apontam para uma interação 
complexa entre fatores de risco ambientais e fatores genéticos associados ao 
desencadeamento do transtorno, provavelmente, durante a embriogênese.  
Já foi demonstrado que o TEA apresenta um forte componente genético. Estudos 
com gêmeos apresentam concordância de 60-64% entre gêmeos monozigóticos, 
comparado a 0-10% entre dizigóticos no autismo clássico (SPENCE, 2004). A alta 
concordância em monozigóticos é um indicativo de que a herança genética é um fator 
determinante no desencadeamento do TEA. Ainda, foi revisado por Yin e Schaaf que a 
herdabilidade do TEA está em torno de 85-92% (YIN; SCHAAF, 2016). Além disso, 
algumas condições genéticas, como Síndrome do X-frágil e Esclerose Tuberosa, têm 
alta correlação com TEA (COHEN; PICHARD; TORDJMAN, 2005).  
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Além de componentes genéticos, outros componentes intimamente envolvidos 
com o desencadeamento do TEA são as alterações no sistema imunológico durante a 
gestação (ASHWOOD, 2006; PATTERSON, 2009). Evidências epidemiológicas 
relacionam ativação do sistema imunológico materno durante a gestação e alterações 
genéticas relacionadas ao sistema imunológico, com o desenvolvimento de TEA pela 
prole (ATLADÓTTIR; THORSEN, 2010; CROEN; GRETHER, 2005; KORVATSKA 
et al., 2002). Esses achados são corroborados por estudos envolvendo modelos animais 
(BAUMAN; IOSIF; SMITH, 2014; MALKOVA; YU; HSIAO, 2012) e, juntamente 
com as alterações imunológicas encontradas em pessoas com TEA (ASHWOOD; 
KRAKOWIAK, 2011), ajudam a estabelecer a natureza neuroimunológica desse 
transtorno.  
Observações epidemiológicas também sugerem que a exposição das gestantes a 
alguns teratógenos podem estar relacionados com o desencadeamento do TEA, 
destacando-se o valproato de sódio (VPA) (ROULLET; LAI; FOSTER, 2012; SMITH; 
BROWN, 2014) e a talidomida (IMAI; IIDA; YAMAMOTO, 2014). Um importante 
estudo epidemiológico mostrou que gestantes que  utilizam VPA, principalmente 
durante o primeiro trimestre gestacional, tem um risco aumentado em sete vezes o 
desencadeamento do TEA nos seus filhos (CHRISTENSEN, 2014; HARDEN, 2013). 
Além disso, já foi demonstrado que o VPA induz alterações similares em roedores e 
seres humanos (GOTTFRIED; BAMBINI-JUNIOR, 2013). 
Essas observações levaram ao estabelecimento de um modelo animal para o 
estudo de TEA, induzidos farmacologicamente pela exposição pré-natal ao ácido 
valproico, sugerido pela primeira vez em 1997 por Rodier e colaboradores (RODIER et 
al., 1997).  
 
1.1.3. Dados epidemiológicos 
 
Os primeiros estudos epidemiológicos utilizaram dados de casos ocorridos na 
Europa e foram apresentados entre 1960 e início de 1970, utilizando os critérios de 
diagnóstico estabelecidos por Kanner e Eisenberg (KANNER, 1943), que consistiam 
em profunda ausência de contato afetivo pelo menos até os cinco anos de idade e 
elaboradas rotinas repetitivas (LOTTER, 1966). Esses dados apresentaram prevalência 
de 1 a cada 2500 crianças, esses critérios foram utilizados até a década de 1980 
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(GILLBERG; WING, 1999).  No final da década de 1980, um estudo observou uma 
prevalência de quatro casos de TEA para cada 10000 crianças utilizando os critérios do 
DSM-III (RITVO ER, FREEMAN BJ, 1989). Em 2000, o órgão Centros de Controle e 
Prevenção de Doenças (em inglês, Centers for Disease Control and Prevention – CDC) 
dos EUA criou a rede Autism and Developmental Disabilities Monitoring (ADDM) para 
a realização dos estudos epidemiológicos do TEA nos EUA. A tabela abaixo ilustra o 
aumento na prevalência do TEA no período entre 2000 e 2012, estimada a cada dois 
anos para crianças de oito anos de idade.  
 
Tabela 1. Prevalência do TEA desde o ano 2000 até 2012. 
Prevalência  Ano de monitoramento 
1:150 2000 e 2002 
1:125 2004 
1:110 2006 
1:88 2008 
1:68 2010 e 2012 
Fonte: Adaptado de CDC - Autism Spectrum Disorder: Data and Statistics. 
 
Os dados acima não estão separados por gênero, mas é importante ressaltar que 
há uma diferença na prevalência entre meninos e meninas, sendo o TEA mais frequente 
em meninos. Em 2012, a prevalência era de 1:42 meninos e 1:189 meninas 
(CHRISTENSEN et al., 2016). 
O aumento na prevalência observado não deve ser atribuído somente ao aumento 
da incidência do TEA. Outros fatores também podem estar contribuindo para o aumento 
da prevalência, incluindo mudanças nos critérios e consequente migração de 
diagnósticos para TEA, além do aumento da consciência sobre o TEA tanto pelos pais e 
educadores como pelos profissionais da saúde (FOMBONNE, 2009). Além disso, 
estudos epidemiológicos  (CHRISTENSEN, 2014) e com modelos animais apontam 
para fatores de risco ambientais que estariam contribuindo para o aumento da incidência 
(MEYER; FELDON; FATEMI, 2009; ROULLET; LAI; FOSTER, 2013).  
1.1.4. Modelo animal de autismo  
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Os primeiros relatos relacionando autismo com exposição pré-natal a um 
teratógeno foram com talidomida. Durante um estudo com vítimas da talidomida na 
Suécia, se observou que algumas delas foram diagnosticadas com autismo e que foram 
expostas à talidomida, aproximadamente, entre os dias 20 a 24 de gestação (MILLER, 
1991). No entanto, a talidomida não reproduz em ratos os mesmos efeitos observados 
em humanos, sendo necessário utilizar outros fármacos que tivessem efeitos 
semelhantes, como o VPA (RODIER et al., 1996). 
O VPA é um anticonvulsivante utilizado no tratamento de epilepsia e transtorno 
bipolar (PHIEL et al., 2001), e foi demonstrado que quando utilizado por mulheres 
durante o primeiro trimestre gestacional, está relacionado com um aumento em sete 
vezes no risco do feto desenvolver TEA (BROMLEY; CLAYTON-SMITH, 2009; 
CHRISTENSEN, 2014). Além disso, o VPA pode promover atrasos no 
desenvolvimento e malformações congênitas (ROULLET; LAI; FOSTER, 2013). 
Rodier e colaboradores tinham a hipótese de que alterações no momento do fechamento 
do tubo neural poderiam estar envolvidas com o desenvolvimento de TEA. Baseado 
nisso, eles testaram um modelo animal com exposição pré-natal ao VPA nos dias 
embrionários 11,5, 12 e 12,5, que corresponde ao período de formação dos nervos 
cranianos e fechamento do tubo neural, e observaram alterações anatômicas 
semelhantes às encontradas em indivíduos com TEA (RODIER et al., 1996).  
A ideia de utilizar o VPA surgiu da frequente incidência de características do 
tipo autista em crianças com a Síndrome Fetal do Valproato (CHRISTIANSON; 
CHESLER; KROMBERG, 1994; WILLIAMS et al., 2001; WILLIAMS; HERSH, 
1997). Em seguida, o grupo de Tomasz Schneider  validou o modelo de exposição pré-
natal ao VPA no dia embrionário 12,5 (E12,5), o qual apresentou diversas 
características comportamentais e neurais comuns àquelas encontradas em indivíduos 
com autismo, tais como a presença de comportamentos estereotipados/repetitivos e 
déficits no comportamento social (SCHNEIDER; PRZEWŁOCKI, 2005). Diversas 
alterações neurais são encontradas no TEA, como prejuízo no balanço 
excitatório/inibitório (NELSON; VALAKH, 2015) e alterações sinápticas (ROULLET; 
LAI; FOSTER, 2013). Dentre as regiões encefálicas mais comumente afetadas no TEA 
destacam-se o córtex pré-frontal, a amígdala e o cerebelo (AMARAL; SCHUMANN; 
NORDAHL, 2008). Além disso, alterações imunológicas podem estar presentes, como 
ativação microglial e astrocítica, resposta inflamatória aumentada frente a estímulos e 
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alterações no balanço de citocinas pró-inflamatórias (GESUNDHEIT et al., 2013). Um 
modelo animal precisa apresentar alguns critérios para que seja considerado adequado, 
caracterizando as validades de face e construto. A validade de face indica que o modelo 
animal reproduz os sintomas e alterações análogas às observadas na patologia humana. 
A validade de construto indica que o modelo animal tem as mesmas alterações 
biológicas que desencadeiam a patologia no humano (mutação gênica por exemplo) 
(SILVERMAN et al., 2010). Portanto, o modelo animal de autismo baseado na 
exposição pré-natal ao VPA apresenta essas validades, garantindo seu uso como 
metodologia no estudo do TEA (CRAWLEY, 2007).   
1.1.5. MicroRNA e seu envolvimento com TEA 
 
MicroRNA (miRNA) são pequenos RNA não-codificantes com 19 a 25 
nucleotídeos que atuam como reguladores pós-transcricionais de diversos componentes 
da maquinaria intra e extracelular, sendo elementos essenciais no controle de diversos 
processos celulares durante o desenvolvimento e na fase adulta. Diversos miRNA já 
foram relacionados a variadas doenças como Alzheimer, Huntington e câncer (DE 
SMAELE; FERRETTI; GULINO, 2010; LEVA; CALIN; CROCE, 2006). Os miRNA 
são gerados a partir de genes específicos que são transcritos pela enzima polimerase II 
na forma de um longo miRNA primordial (pri-miRNA) com várias estruturas em 
grampo. O longo pri-miRNA é clivado no núcleo pelo complexo microprocessador 
(formado pela endonuclease do tipo RNase III, Drosha, e seu cofator, a proteína 
DiGeorge Syndrome Critical Region 8, DGCR8), liberando o miRNA precursor (pré-
miRNA) com estrutura mais curta em forma de grampo. O pré-miRNA é exportado do 
núcleo ao se complexar com a exportina-5 e liberado no citosol (HA; KIM, 2014). Em 
seguida o pré-miRNA  é clivado pela enzima Dicer, outra endonuclease do tipo RNase 
III, resultando em um duplex (miRNA:miRNA*). A proteína Argonauta 2 (AGO2) cliva 
esse duplex, liberando o miRNA* que, devido à sua instabilidade, é degradado, 
enquanto o miRNA é incorporado ao complexo RISC (do inglês RNA-induced Silencing 
Complex) (BARTEL, 2004).  
O mecanismo de ação dos miRNA dependerá da complementaridade de bases 
entre essas moléculas e a região 3’UTR do seu RNA mensageiro (RNAm) alvo. O 
complexo RISC:miRNA promove a degradação através das proteínas AGO se o 
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pareamento de bases for perfeito. No caso de o pareamento de bases não ser perfeito, 
pode ocorrer a desestabilização do RNAm e posterior clivagem das caudas poli(A) na 
extremidade 3’ e CAP na extremidade 5’; ou pode ocorrer o bloqueio da tradução 
ribossomal, impedindo a tradução deste transcrito (BARTEL, 2009; SONG; TUAN, 
2006).  
Os miRNA são abundantes no sistema nervoso central (SNC), sendo que alguns 
são específicos do cérebro ou de outras regiões encefálicas. Eles são sensíveis à 
atividade neuronal e também podem modula-la  (CAO; LI; CHAN, 2016). Os miRNA 
também estão envolvidos no desenvolvimento do sistema nervoso, na manutenção do 
fenótipo neuronal e na diferenciação celular. Além disso, podem ser expressos em 
dendritos e espinhos dendríticos, a exemplo do miR-134 e miR-132, que regulam 
negativamente o tamanho de espinhos dendríticos (SCHRATT et al., 2006), assim como 
participam do desenvolvimento sináptico (SIM; BAKES; KAANG, 2014).  
Evidências apontam para o envolvimento do miR-132 em processos de memória 
e aprendizado, que envolvem a plasticidade sináptica (WANG et al., 2013). Alguns 
miRNA se mostraram necessários para o crescimento e orientação axonal, a exemplo do 
miR-132, miR-124 e miR-218. O miR-134, por sua vez, está envolvido com 
manutenção e proliferação de progenitores neurais (CAO; LI; CHAN, 2016). Um estudo 
in vitro mostrou que o miR-146a influencia o sistema excitatório ao reprimir o RNAm 
de GRIA3 (que codifica a subunidade do receptor AMPA) e RNAm de KCNK2 (que 
codifica um tipo de canal de potássio, fundamental para excitabilidade neuronal) 
(NGUYEN et al., 2016).  O miR-195 regula a expressão de BDNF, um importante fator 
que influencia diversos mecanismos do sistema nervoso (MELLIOS et al., 2008), bem 
como de receptores de serotonina (BEVERIDGE et al., 2010). 
Essas funções atribuídas aos miRNA podem estar relacionadas com as 
alterações encontradas em pacientes com TEA e em modelos animais, o que pode estar 
ligado às alterações de diversos componentes envolvidos nas funções cerebrais e no 
neurodesenvolvimento. Estudos anteriores mostram níveis alterados de miRNA em 
sangue e tecidos encefálicos postmortem, como o córtex cerebelar de pacientes com 
TEA, bem como em cultura de células linfoblastoides (ABU-ELNEEL et al., 2008; 
ANDER et al., 2015; MUNDALIL VASU et al., 2014; SARACHANA et al., 2010). No 
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entanto, estes estudos mostram que há uma heterogeneidade na expressão de miRNA 
nas variadas amostras de pacientes com autismo. 
Importante ressaltar que há apenas um estudo analisando o perfil de expressão 
de miRNA em modelo animal de TEA, o qual apresentou um aumento de miR-181c e 
miR-30d na região da amígdala no modelo induzido por VPA (OLDE LOOHUIS et al., 
2015). Nesse contexto, o nosso grupo de pesquisa está procedendo a análises de perfis 
de miRNA em sangue de pacientes com TEA e em diversos tecidos do modelo animal 
de TEA induzido por exposição pré-natal ao VPA.  
1.1.6. Cerebelo e TEA  
O cerebelo situa-se dorsalmente ao encéfalo na parte posterior do tronco 
cerebral. Há uma divisão anatômica ampla que compreende a vermis, no centro, e os 
hemisférios laterais. O cerebelo é constituído pelo córtex foliado - segregado em 
camadas que incluem a camada molecular, camada de células de Purkinje e camada 
granular - que envolve o núcleo cerebelar, onde estão os núcleos profundos. Os núcleos 
profundos são responsáveis pelas principais eferências do cerebelo (LETO et al., 2015). 
Tradicionalmente, o cerebelo tem suas funções estabelecidas nas atividades motoras, 
como coordenação motora adaptativa aos estímulos ambientais, manutenção postural e 
equilíbrio (SAAB; WILLIS, 2003). As primeiras evidências do envolvimento do 
cerebelo em funções cognitivas e afetivas, surgiram a partir de estudos de caso que 
receberam a denominação de Síndrome Cerebelar Cognitiva Afetiva 
(SCHMAHMANN; SHERMAN, 1998). Desde então, diversos estudos com ressonância 
magnética funcional revelaram que o cerebelo tem participação ativa no processamento 
afetivo, que envolve interação social, estando interconectado com regiões límbicas 
(BAUMANN; MATTINGLEY, 2012).  
 Já foi relatado em um estudo por imagem, que na maior parte dos casos de 
autismo analisados há hipoplasia da vermis cerebelar (nos lóbulos VI e VII) 
(COURCHESNE et al., 1994). Essa alteração pode estar correlacionada com achados de 
outros estudos em pacientes com TEA que demonstram envolvimento da vermis com 
comunicação e aspectos motores (WEBB et al., 2010).   
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Como já mencionado, o cerebelo regula funções motoras e não-motoras e, ainda, 
tem influência sobre as áreas pré-motora, pré-frontal e parietal do córtex cerebral via 
circuitos do tálamo e dos gânglios basais, atuando sobre funções como linguagem, 
emoções e cognição (BUCKNER et al., 2011), estando essa circuitaria alterada em 
pacientes com TEA (CRIPPA et al., 2016). Indivíduos com condições patológicas do 
cerebelo, como hipoplasias, atrofias cerebelares e Síndrome de Joubert (OZONOFF et 
al., 1999) apresentam elevada incidência de TEA e comportamentos do tipo autista 
(PARISI; DOBYNS, 2003).  
 Algumas alterações motoras observadas em crianças com desordens cerebelares 
também são encontradas em crianças com TEA, tais como apraxia motora, problemas 
no tônus muscular e alterações oculomotoras (TSAI, 2016). A literatura também relata 
alterações na conectividade intracerebelar e entre o cerebelo e as outras estruturas 
encefálicas em pacientes com TEA (KHAN et al., 2015). Também há relatos de 
alterações histológicas como mudanças na forma, no número e no volume das células de 
Purkinje cerebelares em pacientes com TEA e no modelo animal (INGRAM et al., 
2000). Todas essas observações mostram o importante envolvimento do cerebelo na 
patofisiologia do TEA. 
Observando esses dados da literatura, nós consideramos a hipótese de que 
algumas alterações encontradas no cerebelo de indivíduos com TEA poderiam estar 
sendo moduladas por miRNA possivelmente alterados neste transtorno. Sendo assim, 
esse trabalho se propõe analisar a expressão relativa de um conjunto de miRNA no 
cerebelo do modelo animal de TEA e buscar alvos possivelmente envolvidos com a sua 
patofisiologia. 
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1.2. JUSTIFICATIVA 
Dada a limitação no estudo de sistema nervoso central de pacientes com TEA, o 
uso de um modelo animal torna-se fundamental para se estudar os mecanismos 
envolvidos na patofisiologia deste transtorno. O nosso grupo de pesquisa estuda o TEA 
desde 2008, a partir de estudos com soro de pacientes e por avaliações comportamentais 
e moleculares em um modelo animal induzido por VPA sob uma ótica translacional. 
Levando em conta as alterações encontradas nos níveis de miRNA em tecidos 
encefálicos postmortem de pacientes com TEA, se justifica a importância de uma 
análise dos níveis de miRNA no sistema nervoso central no modelo animal de autismo. 
Este trabalho propõe a análise da expressão de miRNA no cerebelo, para contribuir com 
um projeto maior que visa analisar a expressão dos miRNA em sangue e sistema 
nervoso central no modelo animal de TEA.  
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1.3. OBJETIVOS 
1.3.1. OBJETIVO GERAL 
Avaliar a expressão relativa de um conjunto de miRNA no modelo animal de 
autismo induzido pela exposição pré-natal ao VPA e relacionar seus RNA mensageiros 
alvos com possíveis alterações encontradas no TEA. 
1.3.2. OBJETIVOS ESPECÍFICOS 
a) Avaliar a expressão relativa de 16 miRNA previamente selecionados no 
cerebelo de ratos de 30 dias do modelo animal de autismo induzido pela exposição pré-
natal ao VPA. 
b) Realizar uma busca por transcritos alvos de miRNA alterados que possam 
estar envolvidos direta ou indiretamente com as alterações observadas no TEA. 
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Abstract   
Autism spectrum disorder (ASD) involves a complex interplay of both genetic and 
environmental risk factors, such as prenatal exposure to valproic acid (VPA). Severe 
functional and structural alterations are present in cerebellum of ASD patients and 
animal models. Also, there are studies showing alterations of microRNA (miRNA) 
levels in both blood and postmortem brain samples from ASD patients, making this 
approach an important tool in the ASD patophysiology understanding. The aim of this 
study was to evaluate the expression profile of miRNA levels in cerebellum from 
animal model of autism by prenatal exposure to VPA. The levels of miR-132 
(p=0.0149) and miR-181a (p=0.0417) were elevated in VPA group. miR-132 present a 
key role in neuronal network and has the MECP2 mRNA as a validated target that is 
altered in ASD and is essential to neurodevelopment. miR-181a has the BCL2 mRNA 
as a validated target that are altered in ASD and could be involved with apoptosis 
dysregulation in ASD. These miRNA have high specificity and cross-validated utility as 
a potential screening tool for ASD. 
Highligths  
- ASD is a neurodevelopmental disorder that affect multiple brain areas including 
cerebellum and present several altered miRNA in brain postmortem and blood samples 
of ASD patients.  
- miR-132 and miR-181a were found increased in cerebellum of VPA model of autism 
compared with control. 
- miR-132 and miR-181a have validated targets MECP2 and BCL2 mRNA respectively 
both in humans and rats.  
- The validated targets are involved with neuronal network relevant to ASD.  
Keywords: ASD, VPA model, microRNA, MECP2, BCL2, FXR1  
Abbreviations 
ASD – Autism Spectrum Disorder  
VPA – Valproic Acid 
miRNA – microRNA 
CNS – Central Nervous System 
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Introduction 
Autism Spectrum Disorder (ASD) is characterized by deficits in social behavior 
and communication, and restricted and repetitive behaviors (DSM-5)[1]. Beyond of core 
symptoms, there are many comorbidities associated including epilepsy, mental 
retardation, anxiety and mood-disorders. Epidemiological studies indicate that prenatal 
exposure to valproic acid (VPA) is a recognized risk factor for ASD, especially in the 
first trimester of pregnancy [2,3]. Thus, a rodent model of ASD induced by exposure of 
fetuses to VPA on the 12.5th day of gestation is an interesting and useful model for 
elucidating ASD patophysiology [4,5].  
The behavioral complexity of ASD is characterized by repetitive behavior, 
social and communication impairments and altered sensory functions. It suggests the 
involvement of alterations in multiple brain areas including limbic system, cortex, and 
the cerebellum [6,7]. Cerebellar neuropathology commonly occurs in ASD individuals. 
ASD postmortem brains studies relate  molecular, morphological and functional 
alterations, as well as reduction in cells number and size in both cerebellar nuclei and 
cortex [8]. Structural magnetic resonance imaging shows a presence of hypoplasia 
cerebellar in patients [9]. Besides, evidence for oxidative stress in the cerebellum of 
ASD patients [10]. The VPA animal model reproduces several of these alterations  [11–
13]. 
MicroRNA (miRNA) are small noncoding RNA that act as regulators of mRNA 
translation and subsequent protein levels, resulting in regulation of many biological 
processes. Several miRNA have a role in some neurological diseases such as Tourette’s 
Syndrome and Fragile-X Syndrome [14]. These molecules are abundant in brain, 
modulating many facets of the immunologic system, brain development and 
embryogenesis, synaptic plasticity, neurogenesis and synaptogenesis [15–17]. Thus, the 
functions attributed to miRNA overlap with the alterations found in the autism brain 
including growth abnormalities [18], delays and disorganization in neuronal and neural 
maturation, impairments in dendritic arborization in pyramidal neurons during infancy 
[19], as well as impairments in dendritic spines and synaptogenesis [20]. Several 
analyses of blood samples [21,22] and postmortem autistic brain, including cerebellar 
cortex show alterations on expression of miRNA [23,24]. In rodents, a study shows 
alteration in miRNA expression in VPA animal model in the amygdala [25] evidencing 
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the necessity of the cerebellar analysis in VPA animal model of autism, given the lack 
of data.  Deregulation of miRNA levels might contribute to the ASD features, as cause 
and/or consequences of the trigger. Thus, the aim of this work was to investigate the 
expression level of selected miRNA in cerebellum from VPA animal model of autism, 
as well as to search validated and predicted targets of the altered miRNA and explore 
their relevance to autism.  
Results 
The PCR efficiencies for standard curves based on single data points were above 
1.77. The melt curves of each miRNA to both positive and respective negative control 
show only one peak of melting temperature of PCR products, demonstrating the absence 
of non-specific annealing in presence of cDNA input. This observation was confirmed 
by a unique band in agarose gel for each miRNA with cDNA input (supplementary 
material, figure S1 and S2). Using geNorm software we employed an analysis to 
determine the appropriate number of control miRNA and we used a cutoff of pairwise 
variation of 0.15, which resulted in number of two miRNA for normalization (figure 
1A). Then the most stables miRNA analyzed throughout correlation of average 
expression stability values were miR-125a and miR-181b (figure 1B), which were used 
to evaluate the relative expression of 14 other miRNA between the VPA and control 
groups.  
As showed in Figure 2, there is an increased relative expression of miR-132 
(p=0.0149) and miR-181a (p=0.0417) in VPA group. miRNA that did not show 
differences between VPA and control groups are presented in the supplementary 
material, figure S3. A search for targets in databanks showed a variety of targets to 
miR-132 and miR-181a. We investigated particularly targets that have been previously 
described to be changed in ASD. Targets selected due to the ASD influence are listed in 
Table 2. Targets for miR-132: Itga9, Fxr1 and Mmp16 a (predicted in rats); SIRT1 and 
BDNF (validated in humans); Pten and Mmp9 (validated in rats); and FXR1 and 
MECP2 (validated to both rat and human). Targets for miR-181a: Bcl2, Il1a, Fxr1, 
Nrg2, Gria2 and Creb1 (predicted in rats); BCL2, IL1A, BDNF and SIRT1 (validated in 
humans); and Gria2 (validated in rats).   
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Discussion 
We performed a search for mRNA targets of miR-132 and miR-181a. Some of 
these targets are involved in a range of processes, including regulation of development 
and function of nervous and immunological system, many of which are altered in ASD. 
It was demonstrated that miR-132 is enriched in mouse and human brain tissues 
and plays a role in neurogenesis an neuronal differentiation [16,26]. Moreover, miR-132 
is expressed in dendritic spines and are involved in synaptic plasticity [27] that are 
altered in ASD. One validated target for miR-132 in both human and rat is MECP2 
(Table 2), that encodes the methyl-CpG binding protein 2 (MECP2). It was already 
demonstrated that a transgenic mice overexpressing miR-132 exhibited enhanced 
neuronal spine density and a decreased expression of MECP2 protein in brain tissues 
[28]. Thus, we believe that an increase of miR-132 could implicate impairments of these 
functions in our animal model, leading to some these alterations observed in ASD. In 
fact, it was demonstrated in neuronal culture [29] and in vivo experiments [28] that 
increased levels of miR-132 downregulates MECP2 protein levels. Also, the 
postmortem evaluation of brain from ASD patients indicates that the level of MECP2 
protein is decreased in cortex [30,31], highlighting  the involvement of miR-132 in ASD 
pathophysiology.  
MECP2 is a member of a family of proteins that specifically bind to methylated 
DNA sequences in the genome promoting expression or repression of genes by altering 
reversibly the chromatin [32]. Mutation or loss of function of this component have been  
related to severe neurodevelopmental disorders such Rett Syndrome, which presents 
autistic-like behavior [33]. Moreover, MECP2 protein has a pivotal role in brain 
development by supporting and repressing synapses, and also presents 
neurodevelopment-dependent expression, with low expression in early postnatal stages 
and increasing expression over the course of postnatal neuronal development [34,35]. 
The increased expression of miR-132, observed in VPA group, could be involved in 
MECP2 decrease observed in ASD patients, leading to neurodevelopmental 
impairments. In addition, miR-132 can be involved in BDNF alterations observed in 
peripheral tissues from ASD patients [36], decreased dendritic spine density and 
neuronal morphologies alterations [30] (Figure 3). These alterations could be involved 
with abnormal connectivity found in cerebellum and other cerebral regions. 
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Another important target of miR-132 is the Fxr1 transcript. It is still unknown 
how the FXR1 gene contributes to the autistic features, but the absence of this gene 
impacts neural development, synapse formation, plasticity [37] and glutamatergic 
signaling in hippocampus [38] and all these function are impaired in ASD. Besides, 
mutations of FXR1 gene are related to fragile X syndrome, that share many symptoms 
with ASD and have an incidence of autism as comorbidity [39], showing the 
involvement of both FXR1 gene and protein levels with ASD. Thus, the putatively 
decreased protein levels of FXR1 through miR-132 action could lead some impairments 
observed in ASD. It is necessary to investigate FXR1 protein levels to explore the 
relation with increased levels of miR-132.  
Another miRNA with several targets putatively involved in ASD is the 
miR181a. Between these targets, we found IL1a and SIRT1, which are involved in 
immunological system that are known altered in ASD [40,41]. Furthermore, miR-181a 
was related with angiogenesis [42–44], a feature which was reported enhanced in ASD 
patients childhood and adult in postmortem cerebellum and others brain regions [44]. 
One target of miR-181a related to autism is Bcl2 mRNA, which encodes the 
BCL2 anti-apoptotic protein. The BCL2 protein inhibit the apoptotic through caspases 
pathway and P53, leading to cell survival [45,46]. The increased expression of miR-
181a observed in cerebellum from VPA group could decrease BCL2 protein levels as 
observed in cortex and cerebellum from autistic subjects [47]. In addition to this, it was 
reported that P53, a known proapoptotic protein, is increased in cortex from postmortem 
brain [47–49], suggesting a dysfunction in apoptotic pathway. These findings could 
underlie the loss of granullar and Purkinje cells in cerebellum and cerebellar hypoplasia 
found in ASD (Figure 4). 
A previous study with postmortem brain samples from autistic subjects 
performed an analysis of miRNA in cerebellar cortex, showing heterogeneity in the 
pattern of miRNA levels between ASD samples, which difficult interpretation[21]. 
Nevertheless, some ASD subjects presented decreased levels of miR-23a, miR-181b 
and miR-132 and increased level of miR-106b. In a study using lymphoblastoid cell 
lines of ASD patients presented variability in miR-199a expression, in addition to up-
regulated levels of miR-181a and miR-181b compared to their sibling as control [50].  
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A serum miRNA profiles evaluation in children with autism demonstrated  
increased levels in miR-106b and decreased levels of miR-23a [22]. However, another 
study with lymphoblastoid cell lines found and up-regulation of miR-23a and down-
regulation of miR-106b levels [51]. These data illustrate contradictions among several 
studies about the levels of miRNA in ASD samples. We have to consider that these 
studies have employed different sample tissues, besides different individuals with a 
large variation in age, symptoms and comorbidities associated. These contradictory 
results also reflect the variability of the spectrum.  
In summary, we demonstrate for the first time, alterations of two miRNA in 
cerebellum from VPA autism model, highlighting an important group of potential 
targets to further investigation in ASD patophysiology.  
 
Materials and methods  
Animal model prenatally exposed to VPA 
Procedures were performed according to the established protocol [52]. Briefly, 
females and males Wistar rats from the local breeding colony (ICBS-Federal University 
of Rio Grande do Sul), were mated overnight. Pregnancy was determined by the 
presence of spermatozoids in vaginal fluid of rats in the morning, which was considered 
the day 0 of gestation (E0). VPA (Acros Organics, NJ, USA) was dissolved in 0.9% 
saline for a concentration of 250 mg/mL. Females received a single intraperitoneal 
injection of 600 mg/kg of VPA or physiological saline on E12.5 After weaned at 21 
days old, only males offspring were kept in the litter. Cerebellar structures were 
obtained after deep anesthesia and euthanasia from males at postnatal day 30 and 
immediately homogenized with Trizol® (Ambion, USA) for downstream applications. 
The experimental groups are consisted of one animal per litter being used five litters per 
group. They were handled in accordance to the governmental and Brazilian 
Experimental Biology Societies Federation guidelines. 
RNA Extraction and RT-qPCR Procedure 
After samples homogenization with Trizol®, chloroform was added to perform 
phase separation, and RNA was precipitated from the upper aqueous layer using 
isopropanol. The precipitated RNA was washed with ethanol to remove impurities, and 
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ressuspended in RNase-free water and stored at -80ºC. The concentration and purity of 
the RNA was assessed using a spectrophotometer (Eppendorf, USA) and only those 
samples with A260/A230 and A260/A280 index more than 1.70 were used.  
Mature miRNA expression was evaluated by reverse transcriptase followed by 
quantitative polymerase chain reaction (RT-qPCR) [53]. The 16 miR were selected 
according to their relevance to synaptic structural, functional plasticity and possible 
molecular alterations in ASD [54], as well as miRNA with dysregulated levels in both 
blood and postmortem brain from autistic subjects. All mature miRNA sequences were 
obtained of miRBase [55] (http://www.mirbase.org/) and the miRNA primers were 
designed to annealing temperature of 60ºC using an online calculator  
(http://www.idtdna.com/calc/analyzer) according to Kramer [56]. All primers sequences 
used are available in Table 1.  
Complementary DNA (cDNA) was synthesized from mature miRNA using 
reverse transcriptase reaction containing 2 µg of total RNA, 1 µL of 10 mM dNTP mix 
(Invitrogen, USA), 3 µL of stem loop RT primer mix (Sigma-Aldrich, USA) (Table  1), 
4 µL M-MLV reverse transcriptase 5X reaction buffer (Invitrogen, USA), 2 µL of 0.1 
M DTT (Invitrogen, USA), 1 µL of RNase inhibitor (Ludwig Biotech, Brazil), 1 µL of 
M-MLV reverse transcriptase (Invitrogen, USA) and RNase-free water to a final 
volume of 20 µL. The reaction was completed after a sequence of three incubations at 
65ºC for 5 min, 37ºC for 50 min and 70ºC for 15 min.  
The quantitative PCR mix was formed by 2 µL of 5 µM specific miRNA 
forward and universal reverse primer mix (Sigma-Aldrich, USA) (Table  1), 12 µL of 
cDNA (1:33), 2.4 µL of 10X PCR buffer (Invitrogen, USA), 0.8 µL of 50 mM MgCl2 
(Invitrogen, USA), 2 µL of 1X SYBR Green® (Molecular Probes, USA), 0.5 µL of 10 
µM dNTP mix, 0.1 µL of Platinum Taq DNA Polymerase (Invitrogen, USA) and 
RNase-free water to a final volume of 24 µL. The fluorescence of SYBR Green® was 
used to detect amplification, estimate Ct values and to determine specificity after 
melting curve analysis. PCR cycling conditions were standardized to 95ºC for 5 min 
followed by 40 cycles at 95ºC for 10 s, 60ºC for 10 s, and 72ºC for 10 s. After the main 
amplification, sample fluorescence was measured from 60ºC to 95ºC, with an increasing 
ramp of 0.3ºC each, in order to obtain the denaturing curve of the amplified products, to 
assure their homogeneity after peak detection, and Tm estimation using data obtained 
from a StepOnePlus™ Real-Time PCR System (Applied Biosystems, USA). 
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The PCR products were confirmed with 3% agarose gel. The samples were 
subjects to horizontal electrophoresis on 1x TBE (Tris, boric acid, EDTA) buffered 
solution in presence 1x SYBR® Safe (Invitrogen, USA) for 50 min and 100 V. The gels 
were illuminated with UV light (302 nm) transluminator and digitally recorded 
(Gelliance 200™, Perkin Elmer®, USA). Considering the result of stem-loop primer and 
miRNA pairing [56] the amplicon size expected was approximately 70pb length.         
Data analysis 
The RT-qPCR results were imported to Microsoft Excel and the geNorm 
algorithm was used to assess the variance in expression levels and to evaluate the 
expression stabilities of set of 16 miRNA analyzed. A pairwise variation analysis was 
performed by geNorm to determine the number of control miRNA required for accurate 
normalization [57].  
The PCR efficiencies were calculated from the slope of the amplification curve 
by exponential amplification analysis using the LinRegPCR algorithm [58]. The relative 
expressions of miRNA were calculated considering the PCR efficiencies and the –ΔΔCt 
values for each miRNA, accordingly methodology previously described [59]. To 
account for possible differences in expression levels of miRNA between groups, 
statistical analysis was performed in GraphPad by T-Student’s test and p-values less 
than 0.05 were considered significant. 
Next, we perform a search for mRNA targets in human and in rat of miR-132 
and miR-181a. To looking for validated targets was used the miRTarBase  
(http://mirtarbase.mbc.nctu.edu.tw/) [60], and to predicted targets was used TargetScan 
(http://www.targetscan.org/vert_71/) [61]  and MiRDB (http://www.mirdb.org/miRDB/) 
[62]. 
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Figures and tables 
Table 1.List of forward (F), stem loop (SL) and universal reverse primers sequences 
used for RT-qPCR analysis. 
ID mature miRNA ID acession 
 
Primers sequences 
miR-132 MIMAT0000838 
F 
SL 
TCCGGCTAACAGTCTACAGCCA 
GTCGTATCCAGTGCAGGGTCCGAGGTATTCGCACTGGATACGACCGACCA 
miR-138 MIMAT0000844 
F 
SL 
TCCGGAAGCTGGTGTTGTGAATC 
GTCGTATCCAGTGCAGGGTCCGAGGTATTCGCACTGGATACGACCGGCCT 
miR-125a MIMAT0000829 
F 
SL 
GTCGCGATCCCTGAGACCCTTTA 
GTCGTATCCAGTGCAGGGTCCGAGGTATTCGCACTGGATACGACTCACAG 
miR-195 MIMAT0000870 
F 
SL 
GGGCGCTAGCAGCACAGAAATA 
GTCGTATCCAGTGCAGGGTCCGAGGTATTCGCACTGGATACGACGCCAAT 
miR-106b MIMAT0000825 
F 
SL 
GGGCGCTAAAGTGCTGACAGT 
GTCGTATCCAGTGCAGGGTCCGAGGTATTCGCACTGGATACGACATCTGC 
miR-199a MIMAT0000872 
F 
SL 
GATGCGCCCAGTGTTCAGACT 
GTCGTATCCAGTGCAGGGTCCGAGGTATTCGCACTGGATACGACGAACAG 
miR-134 MIMAT0000840 
F 
SL 
GGCTCTTGTGACTGGTTGACCA 
GTCGTATCCAGTGCAGGGTCCGAGGTATTCGCACTGGATACGACCCCCTC 
miR-124 MIMAT0000828 
F 
SL 
CTAGCTTAAGGCACGCGGTGA 
GTCGTATCCAGTGCAGGGTCCGAGGTATTCGCACTGGATACGACGGCATT 
miR-181a MIMAT0000858 
F 
SL 
GCGCTGAACATTCAACGCTGTC 
GTCGTATCCAGTGCAGGGTCCGAGGTATTCGCACTGGATACGACACTCAC 
miR-181b MIMAT0000859 
F 
SL 
GCTGCGCAACATTCATTGCTGTC 
GTCGTATCCAGTGCAGGGTCCGAGGTATTCGCACTGGATACGACACCCAC 
miR-25 MIMAT0000795 
F 
SL 
TCAGCACATTGCACTTGTCTCGG 
GTCGTATCCAGTGCAGGGTCCGAGGTATTCGCACTGGATACGACTCAGAC 
miR-21 MIMAT0000790 
F 
SL 
CCGGCGCTAGCTTATCAGACTGAT 
GTCGTATCCAGTGCAGGGTCCGAGGTATTCGCACTGGATACGACTCAACA 
miR-23a MIMAT0000792 
F 
SL 
GCTGTCATCACATTGCCAGGGA 
GTCGTATCCAGTGCAGGGTCCGAGGTATTCGCACTGGATACGACGGAAAT 
miR-146a MIMAT0000852 
F 
SL 
CGTGGCGTGAGAACTGAATTCCA 
GTCGTATCCAGTGCAGGGTCCGAGGTATTCGCACTGGATACGACAACCCA 
miR-218a MIMAT0000888 
F 
SL 
GCCGTCCTTGTGCTTGATCTAACC 
GTCGTATCCAGTGCAGGGTCCGAGGTATTCGCACTGGATACGACACATGG 
miR-30c MIMAT0000804 
F 
SL 
GCGTCGCTGTAAACATCCTACACTC 
GTCGTATCCAGTGCAGGGTCCGAGGTATTCGCACTGGATACGACGCTGAG 
Reverse Universal  
 
CCAGTGCAGGGTCCGAGGTA 
 
Table 2. Predicted and validated targets for miR-132 and miR-181a in human (h) rats 
(r) and both humans and rats (h,r).  
miRNA Validated targets Predicted targets 
miR-132 
SIRT1 (h), BDNF (h), FXR1 
(h,r), MECP2 (h,r), FOXO3 
(h,r), Pten (r), Mmp9 (r) 
Itga9 (r), Fxr1 (r), Mmp16 
(r) 
miR-181a 
BCL2 (h), IL1A (h), BDNF 
(h), SIRT1 (h), Gria2 (r),  
Bcl2 (r), Il1a (r), Fxr1 (r), 
Gria2 (r), Creb1 (r) 
33 
 
SIRT1: sirtuin 1, BDNF: brain derived neurotrophic factor, FXR1: FMR1 autosomal homolog 1, MECP2: 
methyl-CpG binding protein 2, FOXO3: forkhead box O3, Pten: phosphatase and tensin homolog, Mmp9, 
16: matrix metallopeptidase 9 and 16, BCL2: B-cell lymphoma 2, IL1A: interleukin 1 alpha, Gria2: 
Glutamate ionotropic receptor AMPA 2, Itga9: Integrin subunit alpha 9, Creb1: CAMP responsive 
element binding protein 1. 
 
 
 
Figure 1. Determination of the optimal number of control genes for normalization. 
(A) Pairwise variation analysis between miRNA to determine the number of control 
miRNA required for accurate normalization (black arrow = optimal number of control 
genes for normalization). (B) Analysis of average expression stability of miRNA 
analyzed, showing that miR-125a and miR-181b are the most stable miRNA. 
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Figure 2. Increased levels of cerebellar miR-132 and miR-181a in VPA group . (A) 
miR-132 control (1.012 ± 0.08841) and VPA (1.398 ± 0.08828) p=0.0149. (B) miR-
181a control (1.027 ± 0.09548) and VPA (1.416 ± 0.1260) p=0,0417. 
 
 
Figure 3. MeCP2 as a target of miR-132 modulating several neuronal function. 
Adapted from Lyu et al., 2016. MECP2: methyl-CpG binding protein 2, BDNF: Brain 
Derived Neurotrophic Factor.  
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Figure 4. Bcl2 as a target of miR-181a modulating apoptosis pathway. BCL2: B-cell 
lymphoma 2, p53: cellular tumor antigen p53. 
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Supplementary materials 
 
 
 
 
 
 
Figure S1. Melt curves of PCR products referent to each miRNA considering a pool of cDNA 
samples (positive control, black arrow) and a negative control, white arrow. Note that some 
miRNA present a peak corresponding to non-specific annealing in melting curves of negative controls. 
However, this not reproduce in presence of cDNA, suggesting that primers annealing with cDNA 
stronger than with itself to forms secondary structure, so there is no amplification of co- products.
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Figure S2. Agarose gel of PCR products referent to each miRNA considering a positive and a 
negative control. Note the existence, in positive controls, of only one band which appears in the 
molecular weight below 100 bp to each miRNA, confirming the specificity observed in melt curves 
above. 
 
 
 
 
Figure S3. Relative expression of 12 miRNA which presents no difference between VPA and 
control groups (p>0.05). Only miR-195 presents a tendency to increase (p=0,08309). 
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3. CONCLUSÕES E PERSPECTIVAS 
 
Esse foi o primeiro trabalho no qual se analisou a expressão relativa de miRNA 
no cerebelo em um modelo animal de TEA. Constatou-se que há um aumento da 
expressão relativa de dois miRNA (miR-132 e miR-181a) no cerebelo do grupo VPA 
em relação ao grupo controle, e que esses possuem como alvos importantes RNA 
mensageiros relacionados com já conhecidas alterações no TEA. Observando o 
conjunto de dados obtidos e os resultados de outros autores, podemos notar uma 
heterogeneidade na expressão dos miRNA no autismo. É preciso observar que os tipos 
de amostras variaram muito, principalmente quando se utiliza tecidos postmortem de 
pacientes que tiveram as mais variadas causas de morte e utilizaram diversos fármacos 
de tratamento ao longo da vida. Isso remete à importância de investir esforços para 
analisar os miRNA no modelo animal, que mimetiza o transtorno de maneira controlada 
e com o mínimo de fatores externos. 
Olhando para os resultados desse trabalho observamos que os miRNA alterados, 
principalmente o miR-132, estão envolvidos em processos importantes relacionados 
com o TEA. Como já mencionado, diversas alterações que englobam todo o ambiente 
sináptico são descritas no TEA, e encontrar um miRNA que é expresso nos espinhos 
dendríticos e participa da plasticidade sináptica abre caminhos para uma nova 
abordagem sobre esse assunto, a fim de realizar mais análises para validar os alvos 
encontrados na literatura no modelo VPA.  
O cerebelo é uma estrutura ainda pouco entendida em relação ao seu 
funcionamento quando comparado com outras regiões encefálicas como o córtex. No 
entanto, cada vez mais surgem estudos com análises de imagem mostrando que o 
cerebelo está intimamente conectado com outras regiões encefálicas. E a medida que 
esses estudos progridem novos estudos mostram que há alterações na conectividade 
entre o cerebelo e outras regiões encefálicas no autismo. Portanto, é fundamental 
investir estudos sobre essa região encefálica para ajudar a entender a patofisiologia do 
TEA.  
Apesar dessa heterogeneidade nos níveis de miRNA, eles surgem como um 
potencial marcador clínico do autismo, uma vez que poderiam ser dosados a partir de 
amostras de sangue. Para isso, é necessário encontrar um grupo de miRNA que 
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mantenha um padrão de expressão no autismo e investir na padronização de kits que 
possam auxiliar a no diagnóstico precoce do TEA.  
Alguns RNA mensageiros alvos dos miRNA encontrados alterados neste 
trabalho, como o MECP2 e o FXR1, participam ativamente do neurodesenvolvimento e 
remetem à ideia de terem ocorrido alterações no período embrionário e que 
permaneceram na vida pós-natal. Portanto, fica também como perspectiva a observação 
de alterações moleculares, morfológicas e funcionais a nível embrionário, para se poder 
entender como o VPA age no desencadeamento do TEA. Outra perspectiva será 
comparar e agrupar esses resultados com as outras análises de miRNA que ocorreram 
concomitante a essa análise, em outras regiões encefálicas e no sangue do modelo 
animal induzido pelo VPA. 
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